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RESUMEN
Se determinó el efecto que produce el veneno crudo de Crotalus durissus cumanensis sobre los marcadores
enzimáticos de lesiones cardíacas en ratones NMRI, CK Total (CK-T), CK-MB, LDH-Total (LDH-T), LDH-1
y 2. Los niveles séricos de CK-T a las 3 y 12 horas (1486,15 y 808,8 U/L, respectivamente) mostraron
diferencia significativa con respecto al grupo control (pd”0,05) mientras que a las 6 horas la diferencia es
altamente significativa (5828,25 U/L) (p<0,01), lo cual indica que el veneno de cascabel induce aumentos
en los niveles de CK-T hasta un pico máximo a las 6 horas,  para luego disminuir. Para la CK-MB hubo
diferencia altamente significativa entre los grupos experimentales y control a las 3 y 6 horas post inoculación
del veneno (1142,2 y 3179,36 U/L); sin embargo, a las 12 y 24 horas no se encontró diferencia. La LDH-T
presentó diferencia altamente significativa  a las 12 y 24 horas post-inoculación con una media de 6172 y
5493,4 U/L, respectivamente, no hubo diferencia significativa a las 3 y 6 horas, contrario a la CK-T. La LDH-
1 alcanzó una diferencia altamente significativa a las 12 horas (563 U/L) y 24 horas (393.1 U/L) post-
inoculación, mientras que la LDH-2 mostró un comportamiento similar a la LDH-1 Estos resultados
muestran que los niveles séricos de CK-T, CK-MB, LDH-T, LDH-1 y 2 se ven afectados por el veneno de
Crotalus durissus cumanensis, lo cual puede ser  indicativo de daño a nivel del músculo cardíaco.
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ABSTRACT
The effect of the crude venom of Crotalus durissus cumanensis on the enzymatic markers of cardiac injuries
in mice NMRI were determinate, measuring Total CK (CK-T), CK-MB, Total LDH (LDH-T,  LDH-1 and 2. As far
as the values of CK-T to 3 and 12 hours (1486.15 and 808.8 U/L, respectively) there were significant
differences with respect to the group control (pd”0.05) and to 6 hours (5828.25 U/L) a highly significant
difference (pd”0.01), which indicates that the effect of the poison of on the CK-T increases until a maximum
peak (6 and 12 hours) and it soon to dicreases. For the CK-MB there was a high significant difference
between the experimental groups and control to 3 and 6 hours post-inoculation of the venom (1142.2 and
3179.36 U/L for the experimental groups, respectively), being that to 12 and 24 hours was not significant
difference the determined LDH-T highly threw significant difference to 12 and 24 hours post inoculation with
an average of 6172 and 5493.4 U/L, respectively, and there was no significant difference to 3 and 6 hours,
contraries to the CK-T. The LDH-1 reached a significant difference 12 hours (563 U/L) and 24 hours (393.1
U/L) post inoculation, while the LDH-2 showed a similar behavior to the LDH-1.These results show that
levels of CK-T, CK-MB, LD-T,  LDH-1 and 2 are affected by Crotalus durissus cumanensis venom, which is
indicative of damage at level of the cardiac muscle.
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INTRODUCCIÓN
Crotalus durissus cumanensis es la serpiente del
género Crotalus más abundante en Venezuela, en es-
pecial en zonas bajas y secas, aunque en ocasiones
suele encontrarse en bosques y zonas de 2500 mt sobre
el nivel del mar [1]. Es importante destacar, que los
venenos de estos animales poseen una gran variedad
de sustancias proteicas, péptidos, aminas iones y
metales  responsables de muchos de sus efectos [2].
Es por ello que un accidente por crotalus implica una
serie de alteraciones locales y sistémicas, entre las
patologías locales se registran hemorragia, mionecrosis
y edema; mientras que los cambios sistémicos son
insuficiencia renal aguda, necrosis de tejidos, fallas
respiratorias y coagulación intravascular diseminada
[3, 4, 5].  Algunos órganos, como hígado y corazón,
también pueden ser afectados [6, 7].
El daño a las células cardíacas puede jugar un papel
importante en la patogénesis de varios desórdenes
cardiovasculares que compliquen el cuadro clínico, se
han establecido métodos bioquímicos que representan
una herramienta importante para el diagnóstico de
daño a este tejido, existen marcadores
comercialmente disponibles para tal fin [8, 9]. Es así,
como las isoenzimas creatin-cinasa cardíaca (CK-MB),
la deshidrogenasa láctica LDH y la aspartato-amino
transferasa (AST) han sido utilizados tradicionalmente
como marcadores enzimáticos para el diagnóstico de
necrosis miocárdicas [10,11]; particularmente la
isoenzima CK-MB por su sensibilidad y bajo costo es
una prueba  útil en el diagnóstico y evaluación del
infarto al miocardio [12].
El propósito de este trabajo fue determinar el
efecto que produce el veneno de Crotalus durissus
cumanensis sobre los marcadores enzimáticos
tradicionales de lesiones cardíacas en un modelo ani-
mal, específicamente en ratones de la cepa NMRI.
MATERIALES Y  MÉTODOS
El estudio se realizó con pool de veneno obtenido
por ordeño manual [13] de 10 ejemplares adultos de
Crotalus durissus cumanensis mantenidos en cautiverio
individualmente en el Laboratorio de Toxicología del
Decanato de Ciencias Veterinarias de la Universidad
Centroccidental “Lisandro Alvarado” (UCLA) en un
terrarium de vidrio de 40 cm de largo x 40 cm de
ancho x 30cm de alto con tapa de madera y  malla
metálica, a una temperatura diurna de 30°C y nocturna
de 24ÚC. Todas las serpientes se alimentan una vez al
mes con ratones cepa MNRI del Bioterio del DCV de la
UCLA, con administración de agua ad libitum. Se
preparó un pool de veneno tomando 200 μl de c/u y
disolviendo en 1 mL de solución salina, se midió su
concentración de proteínas al determinar su
absorbancia a 280 nm en el espectrofotómetro Genesys
8®. A partir de esta concentración (1,45 mg de
proteínas/mL) se prepararon soluciones para inocular
una dosis de 0,75 mg de proteína de veneno/Kg peso
ratón y que corresponde a la Dosis Letal 50 (DL50)
estimada por el método de Sperman-Krab aprobado
por la WHO [14] para ser inyectadas vía intraperito-
neal a cada animal de experimentación.
Se utilizaron 40 ratones NMRI procedentes del
Bioterio, del DCV-UCLA divididos en 5 grupos,
subdivididos a su vez en: subgrupo experimental de 5
ratones inoculados con veneno vía intraperitoneal con
DL50. en 50ìl de NaCl 0,9%, 5 ratones (subgrupo con-
trol) inoculados con 50μl de NaCl 0,9%. Se realizó
extracción de sangre de la vena caudal, a intervalos
de  3, 6, 12, y 24 horas post-inyección, las muestras
fueron centrifugadas a 800 g por 10 min,
determinando en el suero obtenido los niveles de: CK-
Total y LDH con kit de  reactivo comercial (Invelab®) y
analizado en Star Fax (Ù Omega IV®). Las isoenzimas
CK-MB, LDH-1 y LDH-2 se determinaron por
electroforesis con el sistema Helena®, utilizando kits
“Creatin Kinasa Isoenzyme Electrophoresis®”, kits
“Lactacte Dehydrogenase Isoenzyme Electrophoresis®”
(Beckman Instruments, Inc.,Fullerton CA, 92634-
3100®). Se utilizó gel de agarosa tamponado a pH 8,2
aplicando 100 voltios durante 20 minutos;
posteriormente, se incubaron los geles con un substrato
específico para cada enzima durante 30 minutos a 45ºC
en cámara húmeda. La cantidad relativa de las bandas
se cuantifico a 600 nanómetros, en un densitómetro
Quick Scan 2000 (Helena Laboratories®) y la actividad
de cada isoenzima se calculó la actividad enzimática
correspondiente.
ANÁLISIS ESTADÍSTICO
Para determinar la validez estadística se aplicó la
prueba t para muestras independientes, empleando
para ello el programa estadístico SPSS 11,5 para Win-
dows® se tomó como nivel de significancia un intervalo
de confianza de 95% (P<0,05)  [15].
RESULTADOS Y DISCUSIÓN
El gráfico 1 muestra los niveles de CK-Total (CK-T)
en suero a las 3, 6, 12 y 24 horas. Se aprecia que a las
3 y 12 horas el grupo experimental presenta una
diferencia significativa (con media para los grupos
experimentales de 1486,15 y 808,8 U/L
respectivamente) (p<0,05) con respecto al control y a
las 6 horas la diferencia fue altamente significativa
(valor medio para el grupo experimental de 5828,25
U/L)(p<0,01), lo cual muestra que el veneno de la cas-
cabel C. durissus cumanensis aumenta la CK-T hasta
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un pico máximo (6 horas) para luego disminuir
drástricamente para no diferenciarse del control a las
24 horas. La CK-T es utilizada como indicador de lesión
al miocardio por estar en mayor concentración en
músculo (cardíaco, esquelético), elevándose
generalmente a partir de las 6 horas luego de producido
el infarto, pudiendo alcazar hasta 20 veces por encima
de su  valor de referencia [12].
Los resultados de esta investigación se
corresponden con estudios previos en donde el pico
máximo para la CK-T se reportó a las 6 horas post
inoculación disminuyendo a las 24 horas [16]; y con
reportes histológicos en ratones inoculados con veneno
de esta misma especie donde describieron alteraciones
ultrestructurales de tejido cardíaco a partir de las 6
horas post inyección [7]. Otros trabajos, donde se
empleó veneno de la especie Crotalus durissus
terrificus, la actividad máxima de esta enzima se
alcanzó a las 9 horas post inoculación [17]. Estudios
en humanos indican que el incremento de CK-T
conjuntamente con AST y LDH en pacientes víctimas
de mordeduras de Crotalus durissus terrificus muestra
un patrón similar a lo observado en infarto agudo al
miocardio, con elevación de estos marcadores a partir
de las 3 horas de ocurrido el evento [18]. Lo anterior
refuerza la hipótesis de daño al tejido muscular
cardíaco ocasionado por el veneno de crotalus, como
consecuencia de la actividad proteolítica y
hemorrágicas de las enzimas presentes en el veneno
tanto de esta especie como de otras serpientes [6].
El gráfico 2 muestra el efecto del veneno de Crota-
lus durissus cumanensis sobre los niveles séricos de
la isoenzima CK-MB, en ratones NMRI. Se puede
apreciar que hubo diferencia altlamente significativa
entre los grupos experimentales y control a las 3 y 6
horas post inoculación del veneno (1142,2 y 3179,36
U/L para los grupos experimentales respectivamente);
sin embargo, a las 12 y 24 horas no se encontró
diferencia significativa. Resultados de estudios con
Crotalus durissus en Brazil reportaron niveles elevados
para CK-total y CK-MB en humanos envenenados no
letalmente en intervalos de tiempo similares a este
estudio [19]. La isoenzima CK-MB está presente en
mayor cantidad en músculo cardíaco, por esa razón
ha sido utilizado durante décadas como uno de los
criterios para diagnóstico de infarto agudo al miocardio
[20].  La CK-MB se eleva entre las 3 a 6 horas y vuelve
a la normalidad entre las 12 a 48 horas tras un infarto
de miocardio, de allí que se realicen mediciones
secuenciales para ver la evolución del paciente [12].
Los hallazgos en este trabajo, en donde a partir de las
12 horas post inoculación los niveles del grupo experi-
mental no muestran diferencia estadísticamente
significativa con respecto al grupo control, coinciden
con los reportes en humanos con infarto al miocardio
y con lo reportado en estudios de microscopia
electrónica, en donde se evidenció daño de leve a
severo en cardiomiocitos y daño endotelial vascular
con consecuente daño isquémico [6].
El gráfico 3 muestra los valores de LDH-Total (LDH-
T) determinados en ratones inoculados con veneno de
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Gráfico 1. Niveles séricos de CK total en ratones
NMRI inoculados con veneno de Crotalus durissus
cumanensis. Los datos representan la media ± la
Desviación Estándar, n= 5. * Diferencia significativa
respecto al control (p<0,05), ** Diferencia
altamente significativa respecto al control (p<0,01).
Gráfico 2. Niveles séricos de la isoenzima CK-
MB en ratones NMRI inoculados con veneno de Cro-
talus durissus cumanensis. Los datos representan
la media ± la Desviación Estándar, n= 5. * Diferencia
significativa respecto al control (p<0,05), **
Diferencia altamente significativa respecto al con-
trol (p<0,01).
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Crotalus durissus cumanensis, donde se observa una
diferencia altamente significativa a las 12 y 24 horas
post inoculación, con una media de 6172 y 5493,4 U/
L, respectivamente, y no se encontró diferencia
significativa entre las 3 y 6 horas contrario con lo
ocurrido con CK-T. Los niveles de LDH-T luego de un
ataque cardíaco aumentan de manera más tardía que
la CK-T, siendo los registros entre 24 y 72 horas
posteriores al infarto [12]. Los resultados de este
trabajo, en cuanto a los niveles de LDH-T, se relacionan
con trabajos anteriores realizados con la misma
serpiente donde se registró un incremento significativo
para LDH-T a las 3 y 6 horas y altamente significativo
a  las 12 y 24 horas post inyección de veneno a ratones
Balb/C [16]. Poco se conoce del efecto del veneno de
sobre los niveles séricos de LDH-T y sus isoformas;
sin embargo, en otras especies como Bothrops brazili
hoge se muestra una elevación de LDH-T y sus niveles
desde la media hora de inoculación hasta la primera
hora, provocando un incremento en su concentración
de casi 14 veces su valor inicial en ratones inoculados
[21]. Otros autores han reportado que el veneno de
Bungarus coeruleus produce un aumento del 6% de la
actividad de la LDH-T en ratones de experimentación
[22].
El gráfico 4 muestra la actividad de la LDH-1 en
ratones inoculados con veneno crudo de Crotalus a
diferentes intervalos; se puede observar que hubo
diferencia altamente significativa a las 12 horas (563
U/L) y 24 horas (393,1 U/L) post inoculación. La
isoenzima LDH-1 se eleva junto a la LDH-T en infarto
al miocardio [8]. La elevación de la LDH-1 a las 12 y
24 horas coincide con la elevación de la actividad de
la LDH-T reportada en este estudio.
Observando el gráfico 5 se puede apreciar que el
comportamiento de la enzima LDH-2 es similar al
mostrado por la LDH-1, con aumento altamente
significativo a las 12 horas (563 UI/L) y a las 24 horas
(3932 UI/L), lo cual es comparable con los criterios de
elevación de las enzimas LDH-1 y LDH-2 cuando se
conoce el tiempo de aparición de los síntomas, en los
cuales los valores de estas isoenzimas es de gran
utilidad [12].
En conclusión, este diseño experimental mostró que
el veneno de Crotalus durissus cumanensis produce
un aumento en los niveles séricos de los marcadores
cardiacos CK-T, CK-MB, LDH-T, LDH-1 y LDH-2, lo cual
puede sugerir daño al músculo cardiaco. Sin embargo,
como el veneno de Crotalus durissus cumanensis
afecta otros tejidos que pueden contener isoformas
de CK y LDH, se recomienda realizar estudios
bioquímicos e histológicos que determinen que otros
tejidos pudieran ser afectados en forma simultánea
al daño cardíaco y como consecuencia ser
corresponsables del aumento sérico de CK-T y de la
LDH-T.
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Gráfico 3. Niveles Séricos de LDH Total en ratones
NMRI inoculados con veneno de Crotalus durissus
cumanensis. Los datos representan la media ± la
Desviación Estándar, n= 5. * Diferencia significativa
respecto al control (p<0,05),** Diferencia altamente
significativa respecto al control (p<0,01).
Gráfico 4. Niveles Séricos de LDH-1 en ratones
NMRI inoculados con veneno de Crotalus durissus
cumanensis. Los datos representan la media ± la
Desviación Estándar, n= 5. * Diferencia significativa
respecto al control (p<0,05), ** Diferencia
altamente significativa respecto al control (p<0,01)
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